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はじめに
アリ､スズメバチ､ミツバチなどの膜週目昆虫やシロアリ目の昆虫は､ "社会生活''と呼ばれると
ころの集団生活を送る｡しかし､この``社会"とは人間社会のそれとは異なり､家族集団であって､
社会寄生などの現象を除けば､血縁者のみから構成される集団である｡したがって古くからの呼称で
ある社会性昆虫(socialinsects)とは､正確には家族性昆虫と呼ぶべきものである｡アリの社会を例
に取ると､例外も多いが､一般的には女王アリと働きアリの関係は母･娘である｡アリに限らず昆虫
のメスは貯精嚢という器官を腹部内部に持ち､交尾相手のオスの精子をそこに蓄える｡そして産出し
ようとする卵を貯精嚢からの精子で受精させる｡したがって､アリの巣には､女王アリと交尾したオ
スアリの姿はなく､精子が女王アリの体内に存在するだけである｡そもそも､まだ末交尾の状態にあ
った新女王アリは､それが育った母巣を後にして､巣の外で他巣由来のオスアリと交尾し､そこで受
け取った精子を体内に納め､そのオスとは別れて､単独で巣作りを始める｡ (これにも例外が数多く
あり､複数の新女王アリが共同で巣作りを行う種や､母巣にいる働きアリの一部とともに新巣の建設
に当たる種もある｡)だからアリの巣の中にオスアリがいる場合､それはふつうその巣で生産された
オスアリ､つまり女王アリの息子ということになる｡ (しかし最近､性的にはメスである働きアリが
産卵しオスアリを生産する現象がよく知られるようになってきた｡このようなオスアリならば女王ア
リの孫に当たる｡膜週目昆虫では､受精卵はメスとして発生し､未受精卵はオスとして発生する｡こ
のような性決定を単数倍数性の性決定様式という｡したがって未交尾の働きアリでも､ちゃんと機能
する卵巣さえあれば息子を作り出すことが可能となる｡)
以上の説明からわかるように､アリの社会とは基本的には血縁者のみから成る集団であり､アリに
限らず動物社会学で言う血縁者(kin)とは､真に遺伝的な血縁者であって､ヒトの社会で扱われる
慣習的･法制度的な親戚･縁者は含まれないし､そのような縁者関係は生物進化上､ほとんど全ての
生物で無意味である｡ (そのような縁者関係は非血縁者間の協力･連合が進化した生物でのみ重要に
なる｡)一一万で､ヒトでもそうだが､近交弱勢(近親交配による子は､有害な劣性突然変異遺伝子が
ホモ接合になりやすく､そのため生存力が劣る現象)があるため､生物では非血縁者間での繁殖が普
遍的に進化した｡つまり女王アリと交尾したオスアリはふつう､女王アリとは非血縁の関係にある｡
さて､そのような非血縁者のオスアリとの交尾は1回に限らないことが知られている｡この現象
を多回交尾というが､アリ以外の社会性昆虫ではミツバチ女王の多回交尾が有名である｡ミツバチ女
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王は平均で10匹以上のオスバチと交尾する(Adamsほか,1977)｡アリでの多回交尾の可能性につ
いては近年､多くの研究が行われた(総説はBoomsma and Ratnieks, 1996)｡その関心の主題は､
多回交尾から生まれた子たちの問の血縁度にある｡単独の女王アリが多回交尾を行うと､女王アリの
産む子には父性の異なる系列が生じる｡いわゆる異父きょうだい(きょうだい-sibling;brother､
sisterを区別しない用語)であるが､オスが未受精卵から発生するアリの集団内には､異父｢兄弟｣
は存在しない｡そもそも末受精卵から発生するオスには父親がいないからだ｡したがって父性の異な
る系列は姉妹問に存在する｡この時､同父母(の遺伝子)を共有する姉妹間の血縁度は0.75だが､
異父問の姉妹だと半分以下の0.25となる｡一方､ヒトのように雌雄とも倍数体だと0.5と0.25とな
る｡ハミルトンの規則(C/B<r)が端的に示す通り､動物の社会行動が何に影響されるか､その最
大の要因は個体問の血縁関係である｡あるいは2個体間でどのような社会行動が取り交わされるか
の最良の予測変数(predictor)は彼らの間の血縁度である｡その血縁度を交尾回数が直接に決める
のだから､実際の生物の世界で､各動物群においてどのような交尾が行われているか､異なるオスの
精子がどのような割合や順序で受精に使われているのかを調べようとするのは､実測的科学としては
当然の仕事である｡また､自分と交尾したメスが､自分の精子をどの位使って子どもを作るかは､オ
スにとって最重要の問題である｡後から交尾したオスによって､先のオスの精子がメスの体内から除
去されてしまう｢精子置換｣の現象はまずカワトンボ(CaloptelγX属)で確認され(Waage,1979)､
その後､他の昆虫からも知られるようになったが､このようなオスの繁殖成功度という別の研究課題
からも交尾回数や父性を実測することは必須なのである｡ (精子置換[より包括的には精子競争]の
概説は伊藤, 1993やAIcock, 2005を参照のこと｡)
背景説明が長くなったが､今回､筆者が生態研究を行っているツヤクシケアリ(Manica yessensis
AZUMA, 1955)において､その社会構造の解明を有効に行うために本種のマイクロサテライトDNA
のクローニングに着手した｡それと同時にアリの各組織からの簡便な核DNAの抽出法の検討を行っ
ている｡特に､女王アリの貯精嚢(spermatheca)に収まる交尾オスの精子からのDNA抽出は重要
な実験操作である｡本報告では､ツヤクシケアリ女王アリ貯精嚢からのDNA抽出の手順､および抽
出したDNAを用いたPCR反応(RAPDとマイクロサテライト)の結果を予報として述べる｡
材料
ツヤクシケアリ(Manicayessensis)は日本産のアリの中では中型のサイズに属する種で､女王ア
リの体長は腹部が膨大しない状態で11mm前後である(図1)｡火山性荒原に分布し､巣は地中に作
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図1.ツヤクシケアリ創設女王.
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られ､単女王制の種である｡筆者の調査地である富士山東斜面の標高1700m付近では､ 10月以降､
地表の石下から交尾を終えたばかりの創設女王が採集される｡この時点での体重(湿垂)は20mg
前後であり､卵巣は全く発達していない｡このような創設女王を採集し､様々な飼育実験に用いるこ
とができるが､今回は､そのような創設女王をDNA抽出の材料とした｡ DNA抽出までアリは-25
℃または-80℃のフリーザーで保存した｡ DNAの抽出法などについては､結果の項で説明する｡
結果と考察
1 )貯精嚢の摘出と精液の回収
解剖の用具には､ 0番程度の昆虫ピン(志賀昆虫)を竹串に挟んで作った柄つき針､ 5号ピンセッ
ト(INOXなど)､浅い小型シャーレ(本体よりも蓋の方が使いやすい)を用いる｡ツヤクシケアリほ
どの大きさがあれば､ 5号ピンセット先端を研磨する必要はない｡因みに､もっと小型のアリ(体長
4mm以F)の解剖には､炭素鋼(普通鋼)のピンセットが必要になる｡研磨後､先端の焼入れが必
要のためで､ステンレスだと焼入れを行えない｡
双眼実体顕微鏡下で､シャーレ内の蒸留水中に標本を沈めながら､ 2本のピンセットを用いて､ア
リの腹部第1節より後方の第2-4節を丸ごと､節開腹を引きちぎることでそれより前方から分離す
る｡この時､消化管は切断されるが､卵巣は最終腹板につながっているので､丁寧に扱えば損傷する
ことはない｡そこからさらに背板と腹板を一枚ずつ丁寧に引きちぎり除去していく｡図2Aは､そ
のように分離した腹部先端部分である｡腹部先端に相当する第4節の背板と腹板､それより1節前
方の第3節の腹板が残され､脂肪体と気管に囲まれた卵巣が付随している｡図2Bは､そこからさ
らに最終腹板だけを残した状態｡最後の腹板を除き､背面から卵巣末端部を見たのが図2Cだが､
脂肪体の一部は除いてある｡内容物が照明に銀白色に反射する｢枕｣のように膨らんだ形の構造がこ
の時点で確認できる｡これが貯精嚢であり､アリが未授精(未交尾)だと､このような色と膨らんだ
形を示さないので､授精の有無が容易に確認できる｡左右の輸卵管(oviduct)が合一した箇所のさ
らに後方に位置する交尾嚢(bursa copulatrix)の背面に貯精嚢は存在するので､交尾嚢との境界の
部分(貯精嚢の首の部分)をピンセットで強くつまみながら引きちぎることで､貯精嚢を分離できる
(図2E)｡ここまでの操作において貯精嚢から精子が漏れ出すことは全くない0
ここから更に薄いクチクラ層と思われる皮膜を取り除くことができる(図2F)｡恐らくこの皮膜状
の組織に貯精嚢腺(spermathecal gland)が付着しているはずだが､実体顕微鏡下､無染色ではよく
確認できない｡こうして摘出した嚢は非常に丈夫な､従って厚いクテクラ層で覆われている｡従来､
筆者はこれをオスから伝えられた精包かと考えてきたが､メス由来の貯精嚢の組織そのものと考える
のが正しいようだ(Wheeler and Krutzsch, 1994 ;この研究の材料はシリアゲアリ属Crematogaster)｡
しかしツヤクシケアリについてその点は改めて組織学的研究で確認すべきと考えている｡この丈夫な
｢貯精嚢｣に対して柄つき針を用いて､外側を引きちぎるか､穴を開けた後､そのまま､針の先で外
側をしごくようにして内容物(精液)を外へと搾り出すと､粘性の高い液体が蒸留水中に出てくる｡
密度が高いせいか､浮遊することなくシャーレの底面に留まるので､ 5-10plにセットしたマイク
ロピペットでこの精液を吸い取る｡そして､マイクロチューブ内にすでに用意したDNA抽山液の中
へ､ピペットからそのまま排出して､ DNA抽出を始める｡
2) DNA抽出
筆者は従来からアリのDNA抽出に､通常のフェノール抽出(Blanchetot,1991,など)､サルコシ
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ル(-N-ラウロイルサルコシン･ナトリウム)を用いた方法(Landryほか,1993)､アマシャム社
やバイオラド社のキットによる塩析法､そしてキレックス(Chelex)レジンを用いた煮沸法(Walsh
ほか, 1991;Straughan and Lehman, 2000)を用いている｡このうち以下には､キレックスを用
いて､サーマルサイクラ-で99℃､ 30分処理したものと121℃､ 90秒間オートクレーブにかけたも
の､アマシャムのキット(製品番号27-5237-01)とバイオラドのキット(製品番号732-6340)で
抽出したDNAを用いた結果を示す｡キレックス液は､バイオラドのChelex lOOをオートクレーブ
処理水(ナカライ)に5-10% (W)懸濁させたものを使った｡処理する組織量に応じてこの懸濁
液40-200plをセーフティロック付きの0.5 mlチューブに入れて熟処理した｡熟処理後は直ちに水
冷したが､オートクレーブの場合は熱処理時間経過後､直ちにバルブを開け､出来る限り短時間のう
ちにチューブを取り出した｡キットを用いた場合､付属の説明書に従ったが､液量は組織量に応じて
スケールダウンした｡
3) PCR
RAPD:
図3には､オペロン社のランダムプライマーキットからOPSlを用いたRAPDの泳動像を示した｡
1.6%アガロース､ 1ⅩTAE､ゲル長6cmのミニゲルである｡反応サイクルは､ A (94℃､ 2分) -
B (94℃､ 1分;35℃､ 1分;72℃､ 2分) -C (72℃､ 5分)で､ Bを45サイクル繰り返した｡30
plの反応液の組成は20 mM Tris-HCl (pH 8.0) /50 mM KCl/1.5 mM MgC12/0.2 mM each dNTP/0.67
pM Primer/0.5U Taq｡図3において､レーン1は100bpラダーサイズマーカー､レーン2はアマ
シャムのキットで抽出した1個体全身からのDNAを5ng鋳型として与えたもの､レーン3､ 4はオ
ートクレーブ121℃処理のもので､ 3は200い.1のキレックス液で女王の頭部のみからDNA抽出し
たもの(頭部はメス刃で2､ 3片に刻む)､ 4は上述の方法で抽出した精液を40Lllのキレックス液に
懸濁してDNA抽出したもの､それぞれから0.5L11を鋳型とした｡レーン5､6､ 7は99℃処理のDNA
サンプルで､ 5は女王の頭部のみ(キレックス液200pl)､6は卵巣のみ(200L11)､7は精液(40pl)
からのDNA抽出液である｡やはり0.5い′1を鋳型として加えた｡レーン12はネガティブコントロー
ルで､レーン8､ 9､ 10､ 11はバイオラドのキットを用いて､女王の卵巣､精液､胸吾臥　そして女王
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図3･ツヤクシケアリ　DNAのRAPDによる増幅.矢印は100bpラダーの1000bpの
バンド.各レーンの説明は本文を参照のこと.
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の子である働きアリ1個体全身から抽出した各DNAをキット付属バッファー10plに溶解したもの
から0.5い.1を鋳型とした｡
精子DNAからの増幅はレーン4､ 7､ 9だが､キレックスを用いた2サンプル(レーン4､ 7)は
増幅していない｡レーン9は隣に比べると少し増幅が悪いが､キレックス以外の方法で抽出した精
子DNAは､その他のランダムプライマーを用いた反応でもアリの他の組織と全く同様に増幅するの
で､ PCR反応の鋳型として十分な材料と見なせる｡一方､キレックス法で抽出すると､増幅が皆無
ではないが(レーン3､ 6)､増幅に失敗する場合も多い｡また､精子DNAに限らず､熱処理のため
に鋳型DNAが断片化するらしく､ 1kbp以上のバンドは殆ど見られなくなる(レーン3)｡アメリカ
の大学に筆者が滞在中にキレックスとオートクレーブを用いて頻繁にDNA抽出を行い､ WDで非
常によくDNAが増幅したが(ただし増幅される断片が短くなるのは同様)､この時使用したオート
クレーブには建物からスチーム管が配管されており､バルブの開閉によって高温高圧の実現と解除が
瞬時に実現された｡現在､日本で用いているオートクレーブでは､圧力釜内で電熱器によって水から
焚き上げるので加熱時問が長くなり､これが不都合の原因だと考えている｡
マイクロサテライト:
ツヤクシケアリからクローニングされたマイクロサテライトローカスのうち､ここではmy-ms-3
(仮称)と呼ぶ3塩基CGTの繰り返し配列の両側隣接領域に対して設計されたプライマーを用いた
PCRの結果を図4に示す｡このローカスについてはまだ集団内の多型性をチェックしていない｡ゲ
ルは2%アガロース､ 1ⅩTAE､ゲル長12cm｡反応サイクルは､ A (94℃､ 3分) -B (94℃､ 45
秒; 67.5℃､ 45秒; 72℃､ 45秒)-C(72℃､ 7分)で､ Bを40サイクル繰り返した｡反応液(30
pl)の組成は10 mM Tris-HCl (pH 8.3) /50 mM KCl/1.5 mM MgC12 /0.1 mM each dNTP/0.33 pM
eachPrimer/0.5UTaq｡これに各DNA抽出液0.5-1 Lllを鋳型として加えた｡
レーン1は50bpラグ一､ 9はネガティブコントロール､レーン2-6はいずれもキレックス/99
℃処理のサンプル､ 7､ 8はサルコシル法での抽出サンプルによる増幅である｡ 2は女王アリの頭部
(キレックス液200plから0.5卜1)､3は精液(キレックス液40Lllからlpl)､4､ 5､ 6のそれぞれは
オスアリ1個体全身(キレックス液200plから1pl)､7､ 8は同じくそれぞれオスア1) 1個体全身か
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図4･ツヤクシケアリDNAのマイクロサテライトローカス(仮称my-ms-3)の増鳳
矢印は50bpラダーの250bpのバンド.各レーンの説明は本文を参照のこと.
ツヤクシケアリ精子からのDNA抽出と多型検出の試み(実験ノート) 37
らのDNAを100pl滅菌水に溶かしたものから0.5pl (DNA 15ngに相当)が鋳型となっている｡
レーン3の精子DNAを含めて､目的通りの長さの断片が増幅されているが､キレックス抽出で増幅
が悪いのは､恐らく鋳型濃度が低いためと考えられる｡しかし今後のマイクロサテライト多型の材料
としては十分に使用可能と思われる｡
以上､簡単に､現在進行中の研究の一端を実験ノートとして紹介した｡
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